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1 JOHDANTO 
 
Maapallon ilmasto on lämmennyt yhä nopeammin viime vuosikymmenten aikana 
kasvihuonekaasujen vaikutuksesta vähentäen samalla jääpeitteen määrää ja nostaen 
merenpintaa. Teollistuminen ja maankäytön muutokset ovat vaikuttaneet merkittävästi 
kasvihuonekaasujen lisääntymiseen ilmakehässä ja merien happamoitumiseen. 
Metaanin pitoisuus ilmakehässä on kasvanut jopa 150 % esiteolliseen aikaan verrattuna, 
hiilidioksidin pitoisuus 40 % (IPCC 2013). Maatalouden osuus koko 
metaanintuotannosta maapallolla on noin 50 % ja karjankasvatuksen osuus noin 
kolmannes (IPCC 2007). Metaanin ja hiilidioksidin lisäksi kasvihuonekaasuihin luetaan 
kuuluvaksi typen oksidit (N2O), joita vapautuu ilmakehään etenkin ulosteista ja 
lannoitteista. Typen oksidien päästöihin voidaan vaikuttaa tehostamalla valkuaisen 
hyväksikäyttöä ja välttämällä valkuaisen yliruokintaa (McDonald ym. 2002).  
 
EU:ssa karjankasvatuksesta aiheutuneet metaanipäästöt olivat vuonna 2000 3,2 % 
kaikista kasvihuonekaasupäästöistä. Vuodesta 1990 vuoteen 2000 mennessä CH4 -
tuotanto oli laskenut 9 %, mikä johtui pääosin karjan määrän vähenemisestä (-10 % 
vuonna 2000 verrattuna vuoteen 1990). Suomessa metaanintuotanto väheni tässä ajassa 
15 % karjan määrän vähentyessä 22 % (EEA 2002).  
 
Ratkaisua karjatalouden metaanipäästöjen vähentämiseksi on yritetty löytää 
ruokinnallisin keinoin, rehujen lisäaineiden kautta ja karjanjalostuksen avulla. Tulokset 
ovat kuitenkin olleet vaihtelevia eikä varmaa keinoa ole vielä löydetty.  
 
Lehdestyksellä ja koivunlehtien käytöllä karjan talvirehuna on pitkä historia Suomen 
karjataloudessa (Korhonen 2004). Kerppuja tehtiin karjan talviruokintaa varten 
katkomalla lehtipuiden latvoja tai keräämällä lehtiä, jotka kuivattiin talvea varten. 
Useimmiten käytettiin koivua, joka latvottiin heinäkuun alkupuolella. Lehdesten teko 
kuitenkin väheni 1900-luvun alun jälkeen (Korhonen 2004). 
 
1.1 Metaanin tuotanto pötsissä 
 
Märehtijän kyky käyttää hyväkseen kuitupitoisia rehuja perustuu etumahoissa 
tapahtuvaan mikrobisulatukseen. Mikrobisulatuksesta aiheutuu kuitenkin merkittäviä 
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energiatappioita. Mikrobit fermentoivat rehun pääosin haihtuviksi rasvahapoiksi (VFA), 
metaaniksi (CH4) ja hiilidioksidiksi (CO2) sekä mikrobien hyväksikäyttämiksi 
ravintoaineiksi (McDonald ym. 2002). Märehtijä menettää 2-12 % bruttoenergiasta 
metaanina (Johnson ja Johnson 1995, Boadi ja Wittenberg 2002, McGinn ym.2004). 
Metaanilitra vastaa noin 39,5 kilojoulea rehun energiaa (Guan ym. 2006). Metaani ja 
hiilidioksidi päätyvät ilmakehään pääasiassa märehtijän röyhtäillessä. Kaasuntuotanto 
on suurimmillaan pian ruokinnan jälkeen. Tällöin lehmä tuottaa kasvihuonekaasuja jopa 
30 litraa tunnissa, mistä hiilidioksidia on 40 % ja metaania 30 – 40 %. Jokaisesta 
sadasta grammasta sulatettua hiilihydraattia muodostuu noin 4,5 grammaa metaania 
(McDonald ym. 2002).  
 
Mikrobien pilkkoessa hiilihydraatteja monosakkarideiksi ja edelleen haihtuviksi 
rasvahapoiksi pötsissä muodostuu vetykaasua (H2). Metanogeeniset arkit käyttävät 
pötsifermentaatiossa syntyvää vetyä energiakseen ja muodostavat samalla vedystä 
metaania (Janssen 2010, Wang ym. 2013). Vetyä on pötsissä kahdessa muodossa; 
liuenneena ja kaasuna. Osa mikrobien tuottamasta liuenneesta vedystä vapautuu 
kaasuksi ja poistuu ilmaan ja osa voi liueta uudelleen pötsinesteeseen. Vedyn liukoisuus 
on kuitenkin heikko (Wang ym. 2014). Liuenneen vedyn pitoisuuden kasvaessa kaasun 
kokonaistuotanto sekä metaanin pitoisuus kasvavat (Wang ym. 2014). Metanogeeniset 
arkit voivat käyttää energiakseen vain vedyn liuennutta muotoa tuottaen samalla vettä ja 
metaania (Wang ym. 2013, Wang ym. 2014).  
 
Mikrobien pilkkoessa glukoosia haihtuviksi rasvahapoiksi etikkahapon tuotannon 
sivutuotteena syntyy eniten vetyä (Van Soest 1987): 
C6H12O6 + 2H2O → 2C2H4O2 (etikkahappo) + 2CO2 + 8H  
C6H12O6 + 4H → 2C3H6O2 (propionihappo) + 2H2O  
C6H12O6 → C4H8O2 (voihappo) + 2CO2 + 4H  
CO2 + 8H → CH4 + 2H2O  
Van Soestin (1987) mukaan rehut käyvät pötsissä seuraavan kaavan mukaisesti:  
C6H12O6 + NH3 → mikrobeja + VFA + CH4 + CO2. 
Rehujen metaanin tuotantoa voidaan laskea haihtuvien rasvahappojen perusteella (Moss 
ym. 2000): CH4 = 0,45 * etikkahappo - 0,275 * propionihappo + 0,40 * voihappo. 
 
Pötsifermentaatio muuttuu propionihapon tuotantoa suosivaksi mikrobien pilkkoessa 
nopeasti sulavia tärkkelyspitoisia rehuja. Tällöin mikrobit tuottavat vähemmän vetyä ja 
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myös metaanin tuotanto laskee. Nopeasti sulavia rehuja pilkottaessa pötsin pH laskee ja 
rehun kulku pötsin läpi nopeutuu. Sen sijaan mikrobien pilkkoessa hitaasti sulavaa 
kuitua VFA-tuotanto painottuu etikka- ja voihappotuotantoon, jolloin myös vetyä 
syntyy enemmän. Kuitupitoisen rehun kulku pötsistä on hidasta ja pötsin pH säilyy 
metanogeeneille optimaalisena, jolloin metaania tuotetaan enemmän (Janssen 2010). 
Pötsin normaali pH on 5,5 – 6,5 ja lämpötila 39 astetta (McDonald ym. 2002). Metaania 
tuttavien mikrobien kasvun optimi pH on 6.0–8.0 (Jarvis ym. 2000, Rea ym. 2007) ja 
metaanin tuotanto romahtaa pH:n laskiessa 6.0 – 6.5 (Van Kessel ja Russell 1996). 
 
1.2 Kasvien toissijaiset aineenvaihduntatuotteet ja kasviuutteet  
 
Metaanintuotannon vähentämiseksi on tutkittu useita kasviuutteita, tärkeimpinä 
toissijaiset kasvien aineenvaihduntatuotteet ja eteeriset öljyt, jotka osaltaan luetaan 
kuuluviksi toissijaisiin aineenvaihduntatuotteisiin.  
 
Kasvien toissijaiset aineenvaihduntatuotteet toimivat kasvien puolustusjärjestelmissä 
suojaten kasvia kasvinsyöjiltä, hyönteisiltä ja mikrobeilta, sekä kasvienvälisessä 
kilpailussa elinolosuhteista. Näitä toissijaisia aineenvaihduntatuotteita on määritetty 
kasveista kymmeniä tuhansia (Hopkins ja Hüner 2004, Wink 2010). Toissijaisiksi 
aineenvaihduntatuotteiksi luokitellaan kasvien tuottamat yhdisteet, jotka eivät osallistu 
kasvien kasvuun ja kehitykseen sekä lisääntymiseen (Hopkins ja Hüner 2004, Carson ja 
Hammer 2011, Bodas ym. 2012). Tällaisia yhdisteitä kasveissa ovat terpeenit, 
glykosidit, fenoliset yhdisteet ja alkaloidit (Hopkins ja Hüner 2004, Bodas ym. 2012).  
 
Terpeeneihin kuuluu tuhansia erilaisia hiiliketjuja tai rengasrakenteita, jotka ovat 
kasveissa hormoneja, karotenoideja, steroleja, sterolijohdannaisia, ja eteerisiä öljyjä. 
Terpeenit toimivat kasveissa usein osana puolustusjärjestelmää hyönteisiä vastaan. 
Eteerisissä öljyissä terpeenit ja terpeenijohdannaiset ovat pääasiallisesti hemi-, mono- 
tai seskviterpeenejä (Hopkins ja Hüner 2004).  
 
Kasveissa esiintyvät fenoliset yhdisteet ovat aromaattisia fenyylipropanoideja, fenoleja 
ja polyfenoleja. Fenolien perusrakenteena on aromaattinen rengas, johon on liittynyt –
OH –ryhmä. Fenyylipropanoidit ovat fenolien johdannaisia ja esimerkiksi tanniinit ja 
ligniini luokitellaan kuuluvaksi fenyylipropanoideihin. Kondensoituneet tanniinit ovat 
flavonoideja, jotka kuuluvat fenoleihin (Hopkins ja Hüner 2004).  
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Glykosidit muodostuvat toisiinsa liittyneistä sokereista ja hydroksyyliryhmistä. 
Esimerkiksi saponiinit kuuluvat glykosideihin. Glukosinolaatit ovat rakenteeltaan hyvin 
samankaltaisia kasvien toissijaisia aineenvaihduntatuotteita kuin glykosidit, vaikka eivät 
kuulukaan glykosidien ryhmään. Glukosinolaatteja on etenkin sinapin sukuisissa 
kasveissa ja ne antavat tyypillisen sinappimaisen maun. Alkaloidit ovat typpeä sisältäviä 
vesiliukoisia kasvien toissijaisia aineenvaihduntatuotteita. Niitä esiintyy muun muassa 
lupiineissa ja ne voivat aiheuttaa myrkytyksiä märehtijöille (Hopkins ja Hüner 2004).  
 
1.3 Keinoja märehtijöiden metaanin tuotannon vähentämiseksi 
 
Märehtijän metaanintuotantoon voidaan jossain määrin vaikuttaa ruokinnallisilla 
tekijöillä ja eläinten jalostuksella. Pötsissä hitaasti sulava karkearehu ja nopeasti sulava 
väkirehu vaikuttavat haihtuvien rasvahappojen pitoisuuksiin, mikrobien toimintaan sekä 
fermentaatiokaasujen syntyyn. 
 
1.3.1 Tuotannon tehostaminen ja ruokinnalliset tekijät 
 
1.3.1.1 Väkirehun osuuden lisääminen 
 
Märehtijän metaanintuotantoa voidaan pyrkiä vähentämään lisäämällä väkirehun ja 
vähentämällä karkearehun osuutta rehuannoksessa (Chandramoni ym. 2000, Lovett ym. 
2003, Aguerre ym. 2011). Toisaalta väkirehun osuuden lisääminen rehuannoksessa 
tarkoittaa viljelytoimien tehostamista ja voi johtaa tätä kautta jopa lisääntyneisiin 
kasvihuonekaasupäästöihin (Beauchemin ym. 2008).  
 
Väkirehun osuutta rehuannoksessa ei voida lisätä loputtomasti, sillä pitkäkuituinen rehu 
on tärkeää pötsin toiminnan kannalta (McDonald ym. 2002). Raminin ja Huhtasen 
(2013) meta-analyysin perusteella hiilihydraattikoostumuksella ei juuri ollut vaikutusta 
metaanintuotantoon, kun väkirehua oli alle 75 % rehuannoksesta. Väkirehu vaikuttaa 
selvästi maidon laatuun osuuden ollessa yli 50 % rehuannoksesta (Beauchemin 2008). 
Osuuden lisääntyessä rehuannoksessa kuiva-aineen ja bruttoenergian syönti kasvaa 
(Chandramoni ym. 2000, Lovett ym. 2003) NDF:n syönnin ja sulavuuden laskiessa 
(Chandramoni ym. 2000). 
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1.3.1.2 Väkirehun koostumus 
 
Väkirehun koostumuksella on vaikutusta metaanin tuotantoon. Kuitupitoiset väkirehut 
tuottavat pötsissä metaania tärkkelyspitoisia enemmän (Benchaar ym. 2001). 
Esimerkiksi hitaammin sulava tärkkelyspitoinen maissi saattaa vähentää 
metaanintuotantoa verrattuna nopeasti hajoaviin väkirehuihin kuten ohraan (Benchaar 
ym. 2001, Fellner ym. 2008). Ero selittyy osaksi sillä, että suurempi osa maissin 
tärkkelyksestä kulkeutuu pötsistä fermentoitumatta ohutsuoleen. Mikäli tärkkelys ei sula 
ohutsuolessa täydellisesti, metaania tuotetaan kuitenkin paksusuolessa (Benchaar ym. 
2001). Kuitupitoinen väkirehulisä puolestaan saattaa nostaa metaanintuotantoa 
väkirehuannoksen kasvaessa (Lovett ym. 2005). Toisaalta Hindrichsenin ym. (2005) 
tutkimuksessa tulokset olivat jokseenkin erilaiset. Kuitupitoinen väkirehu tuotti 
vähemmän metaania tärkkelyspitoiseen väkirehuun verrattuna, kun metaanintuotanto 
laskettiin syötyä kuiva-ainetta tai sulatettua NDF:ää kohti karkearehun ja väkirehun 
suhteen ollessa 1:1 (Hindrichsen ym. 2005).  
 
1.3.1.3 Karkearehun sulavuus ja säilöntätapa sekä lajike 
 
Karkearehun D-arvo ja säilöntätapa vaikuttavat metaanin tuotantoon (Hironaka ym. 
1996, Benchaar ym. 2001, Brask ym. 2013). Ensimmäisen sadon aikaisin korjattu 
nurmisäilörehu tuottaa vähemmän metaania syötyä energiayksikköä kohti verrattuna 
myöhään korjattuun tai toisen sadon kuitupitoisempaan nurmisäilörehuun (Hironaka 
ym. 1996, Benchaar ym. 2001, Brask ym. 2013). Vastaavasti kuivaheinä tuottaa 
säilörehua enemmän metaania (Benchaar ym. 2001).  
 
Metaanintuotantoa voidaan vähentää myös korvaamalla nurmisäilörehu 
tärkkelyspitoisemmalla maissisäilörehulla (Brask ym. 2013, Hassanat ym. 2013, Lettat 
ym. 2013). Hassanatin ym. (2013) ja Lettatin ym. (2013) tutkimusten perusteella 
metaanintuotanto oli kuitenkin suurin, kun karkearehu korvattiin vain osittain 
maissisäilörehulla. Molemmissa tutkimuksissa sinimailasrehua korvattiin 
maissisäilörehulla (Hassanat ym. 2013, Lettat ym. 2013). Nurmisäilörehun korvaaminen 
maissisäilörehulla lisää propionihapon osuutta vähentäen samalla etikkahapon osuutta 
pötsissä. Maissisäilörehu lisää propionihapon osuutta nurmisäilörehua korkeamman 
tärkkelyspitoisuutensa ansiosta (Brask ym. 2013).  
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Pelletöidyn karkearehun on osoitettu tuottavan vähemmän metaania pitkäkortiseen tai 
silputtuun karkearehuun verrattuna (Hironaka ym. 1996, Benchaar ym. 2001). 
Pelletöidyn rehun viipymäaika pötsissä lyhenee, jolloin rehun sulavuus huononee 
(Hironaka ym. 1996) ja metaanintuotanto vähenee. Pelletöinnillä saattaa kuitenkin olla 
merkitystä huonolaatuisia rehuja syötettäessä pelletöinnin parantaessa rehun sulavuutta, 
jolloin metaanintuotanto syötyä energiayksikköä kohti vähenee (Hironaka ym. 1996). 
 
1.3.1.4 Rasvalisä rehuannoksessa 
 
Rasvalisän rehuannoksessa vähentää metaanintuotantoa (Machmüller ym. 2000, Lovett 
ym. 2003, McGinn ym. 2004, Grainger ym. 2010, Brask ym. 2013). Rasvalisän 
vaikutusta on tutkittu lisäämällä rehuannokseen kasviöljyä tai kokonaisia tai 
murskattuja öljykasvin siemeniä. Metaanintuotannon väheneminen voi kuitenkin johtua 
ainakin osin orgaanisen aineen ja kuidun sulatuksen heikkenemisestä (Machmüller ym. 
2000, Lovett ym. 2003, McGinn ym. 2004, Beauchemin ja McGinn 2006a) tai kuiva-
aineen syönnin laskusta (Lovett ym. 2003, Beauchemin ja McGinn 2006b). Lisäksi 
Grainger ym. (2010) havaitsivat puuvillansiemenlisän vähentävän maitotuotosta. 
Vaikutus ei välttämättä johtunut rasvalisästä vaan siementen sisältämistä 
kondensoiduista tanniineista (Grainger ym. 2010). Brask ym. (2013) eivät havainneet 
rasvalisän vaikuttavan negatiivisesti rehun syöntiin tai sulavuuteen. 
 
1.3.2 Pötsin fermentaation muokkaaminen rehun lisäaineilla 
 
Rehun lisäaineilla pyritään vähentämään metaanin tuotantoa vaikuttamalla mikrobien 
toimintaan suoraan tai välillisesti rehun sulavuuden tai pötsin pH:n kautta. Rehun 
lisäaineilla voidaan pyrkiä vaikuttamaan myös vedyn reaktioreitteihin, jolloin vedystä 
muodostetaan esimerkiksi propionihappoa metaanin asemesta.  
 
1.3.2.1 Eteeriset öljyt 
 
Kasvien eteeriset öljyt koostuvat useimmiten joko terpeeneistä tai fenyylipropeenista  
(Benchaar ja Greathead 2011, Carson ja Hammer 2011). Eteerisiä öljyjä on kasvien 
lehdissä, kukissa, silmuissa, siemenissä, hedelmissä, juurissa, puuaineksessa ja 
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kuoressa. Muun muassa ilmasto ja stressi vaikuttavat öljyjen pitoisuuteen ja 
rakenteeseen (Carson ja Hammer 2011). Eteeristen öljyjen antimikrobiset vaikutukset 
perustuvat todennäköisesti yhdisteiden hydrofobisuuteen. Öljyt vaikuttavat mikrobien 
solukalvojen läpäisevyyteen, jolloin ionien kuljetus kalvon läpi häiriintyy (Benchaar ja 
Greathead 2011).  
 
Patran ja Yun (2012) sekä Durmicin ym. (2014) in vitro tutkimuksissa kasvien eteeriset 
öljyt vähensivät metaanintuotantoa. Patra ja Yu (2012) selvittivät öljyjen vaikutusta 
kolmella eri annostasolla. Heidän tutkimuksensa perusteella metaanintuotanto väheni 
eteeristen öljyjen annostason kasvaessa. Tutkittavia eteerisiä öljyjä olivat muun muassa 
neilikka-, eukalyptus-, valkosipuli-, piparminttu-, myrtti- ja timjamista uutettu 
meiramiöljy (Patra ja Yu 2012, Durmic ym. 2014). Patran ja Yun (2012) tutkimuksen 
perusteella meiramiöljy vähensi tutkituista öljyistä eniten metaanintuotantoa, toisaalta 
se myös heikensi eniten rehun sulavuutta.  
 
Kuitenkin naudoilla tehdyn tutkimuksen perusteella kaupallinen eteerisiä öljyjä sisältävä 
rehun lisäaine ei vaikuttanut metaanintuotantoon (Beauchemin ja McGinn 2006b). 
Lisäksi lypsylehmillä tehdyn tutkimuksen perusteella eteeriset öljyt eivät vaikuttaneet 
rehun syöntiin tai sulavuuteen, haihtuvien rasvahappojen pitoisuuksiin tai 
pötsimikrobien määrään, eivätkä maitotuotokseen, rasva- tai valkuaispitoisuuteen tai 
maidon rasvahappokoostumukseen (Benchaar ym. 2007). Beaucheminin ja McGinnin 
(2006b) tutkimuksessa öljylisä laski ravintoaineiden sulavuutta vaikuttamatta 
kuitenkaan syöntiin tai haihtuvien rasvahappojen pitoisuuksiin.  
 
1.3.2.2 Tanniinit 
 
Tanniinit ovat vesiliukoisia yhdisteitä, jotka suojaavat kasvia kasvinsyöjiltä, esimerkiksi 
hyönteisiltä (Hopkins ja Hüner 2004). Näin ollen ne saattavat vaikuttaa myös 
mikrobisulatukseen pötsissä. Tanniinit vaikuttavat pötsin metaanintuotantoon 
mahdollisesti laskemalla NDF:n sulavuutta tai heikentämällä metanogeenien kasvua 
(Tavendale ym. 2005). Tanniinit jaetaan kahteen ryhmään: kondensoituneisiin ja 
hydrolysoituviin. Kondensoituneet tanniinit ovat flavonoidiyksikköjen polymeerejä, 
jotka ovat liittyneet toisiinsa vahvoin hiili-hiili –sidoksin (Hopkins ja Hüner 2004). 
Hydrolysoituvat tanniinit ovat fenoleja, ja ne jaetaan edelleen gallotanniineihin ja 
ellagitanniineihin, jotka ovat sokerin (yleensä glukoosi) kanssa esteröitynyttä 
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gallushappoa ja ellagiinihappoa (Bodas ym. 2012, Ruuhola ym. 2013). Tämän vuoksi 
pötsimikrobit voivat pilkkoa jonkin verran hydrolysoituvia tanniineja. Hydrolysoituvat 
tanniinit ovat suurina määrinä myrkyllisiä naudoille (Pérez ym. 2011).  
 
Jayanegaran ym. (2011) mukaan fenolien kokonaismäärä on hyvä ennustaja arvioitaessa 
kasvien antimikrobisia vaikutuksia. Fenolien määrän kasvaessa metaanin ja kaasun 
kokonaistuotanto laskevat samoin kuin orgaanisen aineen in vitro sulavuus (Jayanegara 
ym. 2011). Fenolien lisääntyessä etikkahapon mooliosuus kasvaa propionihapon 
vähentyessä (Jayanegara ym. 2011). Bakteerien lukumäärä lisääntyy fenolien 
kokonaismäärän kasvaessa, mutta alkueläinten lukumäärään fenolit eivät vaikuta 
(Jayanegara ym. 2011). 
 
Kondensoitujen tanniinien on raportoitu vähentävän metaanintuotantoa useissa 
tutkimuksissa (Hess ym. 2006, Grainger ym. 2009, Hariadi ja Santoso 2010, Tan ym. 
2011). Sen sijaan Beaucheminin ym. (2007) ja Kruegerin ym. (2010) tutkimuksissa ei 
havaittu metaanintuotannon laskua lisättäessä rehuannokseen uutetta, joka sisälsi 
kondensoituja tanniineja. Beauchemin ym. (2007) eivät havainneet tanniinilisän 
vaikuttavan myöskään rehun syöntiin tai kuidun sulavuuteen. Grainger ym. (2009) 
havaitsivat tanniinilisän alentavan merkitsevästi maitotuotosta, maidon rasva- ja 
valkuaistuotosta sekä rehun syöntiä. 
 
1.3.2.3 Saponiinit 
 
Saponiinit vähentävät metaanin tuotantoa (Pen ym. 2006, Holtshausen ym. 2009). Ne 
ovat kasvien toissijaisia aineenvaihduntatuotteita, jotka muodostavat saippuamaisen 
vaahdon vesiliuoksissa (Francis ym. 2002, Hopkins ja Hüner 2004). Saponiinit voivat 
esiintyä kasveissa steroidisina glykosideina tai triterpeeniglykosideina. Ne toimivat 
kasvien puolustusjärjestelmissä sieniä vastaan rikkomalla solukalvon. Saponiinien maku 
on karvas (Hopkins ja Hüner 2004). Rehuista sinimailasessa ja soijapavussa on 
luonnostaan saponiinia ja ne voivat aiheuttaa karjalle rehunsulatusongelmia ja 
puhaltumista (Hopkins ja Hüner 2004). 
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1.3.2.4 Ionoforit 
 
Ionoforeja, tunnetuimpana monensiinia, käytetään niin naudanlihantuotannossa kuin 
maidontuotannossa. Kuitenkin tunnetuimpia ne ovat siipikarjateollisuudesta, jossa niitä 
käytetään siipikarjan kokkidioosin ehkäisyssä. Karjankasvatuksessa ionoforeilla 
pyritään tehostamaan tuotantoa vaikuttamalla energia-aineenvaihduntaan ja 
tuotantotappioihin (McGuffey ym. 2001). Euroopan Unionin alueella ionoforien käyttö 
karjankasvatuksessa on kielletty (EC No 1831/2003). 
 
Ionoforien osalta vaikutukset metaanintuotantoon ovat ristiriitaisia. Guanin ym. (2006) 
ja Odongon ym. (2007) mukaan ionoforit vähentävät metaanin tuotantoa. Sen sijaan 
McGinn ym. (2004) sekä Beauchemin ja McGinn (2006a) eivät havainneet ionoforien 
vaikuttavan metaanintuotantoon. Lisäksi vaikutus metaanintuotantoon on lyhytaikainen 
ja palautuu ennalleen ionoforilisästä huolimatta (Guan ym. 2006). 
 
1.3.2.5 Fumaarihappo ja fumaraatti 
 
Fumaarihappo- ja fumaraattilisällä pyritään vaikuttamaan metaanintuotantoon 
muuttamalla vedyn reaktioreittiä. Metaanin asemesta vety sitoutuu sukkinaattiin 
muodostaen edelleen propionaattia (Ungerfeld ja Kohn 2006, Wood ym. 2009). 
Fumaarihappolisä laskee kuitenkin pötsin pH:ta lisäten asidoosin riskiä (Wood ym. 
2009).  Fumaraatti on fumaarihapon suola (Newbold ym. 2005), eikä laske pötsin pH:ta 
fumaarihapon tapaan (Asanuma ym. 1999).  Fumaraatin muuttuminen propionihapoksi 
on energiataloudellisesti suotuisampi reitti vedyn sitomiseksi kuin metanogeneesi 
(Ungerfeld ja Kohn 2006), minkä seurauksena metaanin tuotanto vähenee.  
 
Wood ym. (2009) tutkivat kapseloidun ja kapseloimattoman fumaarihapon vaikutusta 
metaanintuotantoon lampailla in vitro. Kapseloinnilla pyritään hidastamaan 
fumaarihapon liukenemista pötsissä, mikä puolestaan vähentää fumaarihapon 
happamoittavaa vaikutusta. Tutkimuksen perusteella kapseloitu fumaarihappo lisäsi 
propionaatin tuotantoa ja vähensi metaanin tuotantoa merkitsevästi vaikuttamatta 
kuitenkaan pötsin pH:hon (Wood ym. 2009). Asanuma ym. (1999) ja Newbold ym. 
(2005) saivat samankaltaisia tuloksia metaanintuotannon ja propionihapon pitoisuuden 
osalta tutkiessaan fumaarihapon ja fumaraatin vaikutusta pötsifermentaatioon in vitro. 
Sen sijaan Beauchemin ja McGinn (2006a) eivät havainneet fumaarihappolisän 
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vähentävän metaanintuotantoa in vivo. Kokeessa fumaarihappolisä ei vaikuttanut rehun 
sulavuuteen, mutta laski kuiva-aineen ja NDF:n syöntiä. Muita fumaarihapon kaltaisia 
prekursoreita, joilla pyritään muuttamaan vedyn reaktioreittiä, ovat esimerkiksi malaatti 
ja akrylaatti (Newbold ym. 2005).  
 
1.3.3 Karjan jalostus ja valikointi  
 
Metaanintuotanto vaihtelee nautayksilöiden välillä (Boadi ja Wittenberg 2002, Vlaming 
ym. 2008). Boadi ja Wittenberg (2002) tutkivat metaanintuotannon eroja kuuden 
lypsyrotuisen (Holstein) ja kuuden liharotuisen (Charolais X Simmental) naudan välillä. 
Päivittäinen vaihtelu metaanintuotannossa oli melko suurta, mutta eroa erirotuisten 
lehmien välillä ei havaittu (Boadi ja Wittenberg 2002).  
 
Holstein-friisiläisillä lypsylehmillä tehdyssä tutkimuksessa selvitettiin jalostuksen 
vaikutusta metaanin elinikäistuotokseen. Tutkittavia linjoja oli kaksi: toista pyrittiin 
jalostamaan tuottamaan enemmän maidon rasvaa ja valkuaista, kun taas toinen linja 
pyrittiin säilyttämään alkuperäisen kaltaisena. 18 vuoden tutkimusjakson perusteella 
metaanintuotanto energiakorjattua maitokiloa kohti oli merkitsevästi vähäisempää 
jalostetulla linjalla (Bell ym. 2011). 
 
1.4 Vaivaiskoivu (Betula nana) ja rauduskoivu (Betula pendula) 
 
Vaivaiskoivua (Betula nana ssp.) esiintyy Pohjois-Euroopassa, Venäjän pohjoisosissa, 
Grönlannissa ja Pohjois-Amerikassa. Vaivaiskoivua kasvaa paikoin myös Alpeilla ja 
Brittein saarten pohjoisosissa. Se on korkeintaan metrin korkuinen pensas- tai 
varpumainen kasvi, jonka pyöreät lehdet ovat halkaisijaltaan 0,5 – 1,5 cm (de Groot ym. 
1997, Kurtto ja Helynranta 2005). Rauduskoivu (Betula pendula) on Euraasian 
pohjoisosissa esiintyvä yleinen koivulaji, joka kasvaa noin 25 m korkeaksi. Sen lehdet 
ovat kolmiomaiset, läpimitaltaan noin 4 cm. Rauduskoivu ei kasva aivan 
pohjoisimmassa Lapissa (Kurtto ja Helynranta 2005).  
 
Koivunlehtien kemialliseen koostumukseen vaikuttaa maantieteellinen sijainti, 
kasvupaikka sekä koivulaji (Graglia ym. 2001). Palon ym. (1985) mukaan rauduskoivun 
oksien (ilman lehtiä ja lehtien tultua niiden kanssa) raakavalkuaispitoisuus kasvaa 
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kasvukauden edetessä, kunnes lehtien tultua se jälleen hieman laskee. Samoin Riipi ym. 
(2002) havaitsivat tunturikoivun (Betula pubescens subsp. czerepanovii) lehtien 
valkuaispitoisuuden laskevan kasvukauden edetessä. Orgaanisen aineen in vitro -
sulavuus noudattelee valkuaisen määrää; sulavuus paranee raakavalkuaispitoisuuden 
kasvaessa ja heikkenee valkuaisen pitoisuuden laskiessa (Palo ym. 1985). Sokerin 
pitoisuus koivun lehdissä kohoaa piikinomaisesti kesän alussa, laskee jälleen ja jatkaa 
loivaa nousua kasvukauden loppuun (Riipi ym. 2002). Mattson ym. (2005) analysoivat 
paperikoivun (Betula papyrifera), jota kasvaa Pohjois-Amerikassa, lehdissä olevan 
tärkkelystä 11,5 mg/g ka, NDF:ää 176 mg/g ka ja ligniiniä 92,6 mg/g ka. Lehtien 
energiapitoisuudeksi he analysoivat 19,9 kJ/g ka (Mattson ym. 2005). 
 
Toissijaiset aineenvaihduntatuotteet, joita vaivaiskoivun lehdistä on löydetty, ovat 
kondensoidut ja hydrolysoituvat tanniinit, flavonoidiglykosidit (myrisetiini- ja 
kversetiinijohdokset), fenoliset glukosidit (betulosiidi ja salidrosiidi) ja klorogeenihappo 
(Graglia ym. 2001) sekä eteeriset öljyt (Orav ym. 2011). 
 
Salmisen ym. (2002) mukaan hydrolysoituvien tanniinien kokonaismäärä vaivaiskoivun 
lehdissä oli 32,8 mg/g ka ja rauduskoivussa 0,6 mg/g ka (kesäkuun puolivälissä). 
Kondensoitujen tanniinien määrä vaivaiskoivun lehdissä vaihtelee 77 ja 152 mg / g ka 
välillä kasvupaikasta ja kasvukauden ajankohdasta riippuen (Graglia ym. 2001). 
Tegelberg ym. (2001) määrittivät rauduskoivun kondensoitujen tanniinien pitoisuudeksi 
ensimmäisenä kasvukautena 37,5 mg / g ka ja kolmantena jo 82,6 mg / g ka. Mattson 
ym. (2005) määrittivät paperikoivun lehtien kondensoitujen tanniinien määräksi 270,5 
mg/g ka ja molekyylipainoltaan pienten fenolien määräksi 49,7 mg/g ka. 
 
Fenolisten happojen ja flavonoidien sekä gallyolglukoosien pitoisuus vaivaiskoivun 
lehdissä laskee kasvukauden edetessä (Palo 1985, Graglia ym. 2001, Ruuhola ym. 
2013). Riipi ym. (2002) puolestaan analysoivat tunturikoivun lehtien fenolipitoisuuden 
kasvavan heinäkuun alkuun saakka, säilyvän melko samalla tasolla ja kohoavan 
kasvukauden lopussa. Palo ym. (1985) havaitsivat koivun fenoliuutteen laskevan 
timotein orgaanisen aineen in vitro -sulavuutta lähes 40 %, kun uute oli valmistettu 
kasvukauden alussa. Sen sijaan kesäkuussa valmistettu uute laski sulavuutta enää 
joitakin prosentteja, minkä perusteella Palo ym. (1985) päättelivät kasvun menevän 
puolustuksen ohi. Tällöin fenolien tuotanto laskee ja voimat käytetään raakavalkuaisen 
tuotantoon (Palo ym. 1985). 
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Vaivaiskoivun lehdissä suurimpina pitoisuuksina esiintyvät eteeriset öljyt eroavat 
muiden koivulajien eteeristen öljyjen rakenteesta. Rauduskoivun, hieskoivun (Betula 
bupencens) ja euroopanpensaskoivun (Betula humilis) lehdissä on eniten α-betulinolia 
(33,1 %, 20,4 %, 27,3 %) ja α-betuliinihappoa (5,6 %, 18,5 %, 28,9 %), kun taas 
vaivaiskoivussa näitä ei juuri esiinny (Orav ym. 2011). Taulukossa 1 on esitetty 
vaivaiskoivun ja rauduskoivun eteeristen öljyjen pääryhmät. Oravin ym. (2011) 
tutkimuksessa rauduskoivusta analysoitiin 47 ja vaivaiskoivusta 35 eteeristä öljyä. 
Suurin eteeristen öljyjen ryhmä kaikissa tutkituissa koivuissa oli bisykliset 
seskviterpenoidit.  
 
Taulukko 1. Vaivaiskoivun (Betula nana) ja rauduskoivun (Betula pendula) lehtien suurimpien 
eteeristen öljyjen ryhmien pitoisuudet, %  (Orav ym. 2011). 
yhdiste kemiallinen kaava vaivaiskoivu, 
% 
rauduskoivu, 
% 
n-Trikosaani C23H48 21,5 12,5 
n-Pentakosaani C25H52 16,2 7,2 
n-Eikosaani C20H42 7,1  
n-Heneikosaani C21H44 6,2  
n-Nonadekaani C19H40 6,0  
Palmitiinihappo C16H32O2 5,0  
Heksahydrofarnesyyliasetoni C18H36O 4,1  
α-betulinoli C30H50O2  33,1 
Karyofylledienoli C15H24O  6,5 
β-betulenaali C15H22O  6,2 
β-betulinoli C30H50O2  5,8 
α-betuliinihappo C30H48O3  5,6 
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, laskeeko vaivaiskoivunlehtilisä 
metaanintuotantoa in vitro ja ennustettu in vivo. Vaivaiskoivun lehdissä on tanniineja ja 
eteerisiä öljyjä, jotka vaikuttavat mikrobeihin tai rehun sulavuuteen ja voivat siten 
vähentää metaanintuotantoa. Hypoteesina oli, että vaivaiskoivu vähentää 
metaanintuotantoa. 
 
Vertailuna tutkimuksessa käytettiin rauduskoivua, jonka lehtien tanniinipitoisuus on 
vain murto-osa vaivaiskoivun tanniinien pitoisuudesta. Tutkimuksessa käytettiin 
kesäkuussa (NE) ja syyskuussa (NL) kerättyjä vaivaiskoivun lehtiä. Tämän avulla 
pyrittiin selvittämään, eroaako metaanin tuotanto in vitro lehtien korjuuajankohdasta 
riippuen. Mikäli tuloksissa on eroa, on todennäköistä että toissijaisten 
aineenvaihduntatuotteiden pitoisuus vaihtelee kasvukauden mukaan. Tutkimuksessa 
käytetyt koivunlehtien annostasot olivat 50, 100, 150 ja 200 mg. Annostasolla on 
mahdollisesti vaikutusta metaanin tuotantoon.  
 
3 AINEISTO JA MENETELMÄT 
3.1 Rehunäytteiden käsittely 
 
Vaivaiskoivun lehdet kerättiin Uumajasta, Ruotsista kesäkuun 2012 alussa ja saman 
vuoden syyskuussa. Samoin rauduskoivun lehdet kerättiin Uumajasta kesäkuun alussa 
2012. Korjuun jälkeen lehtiä säilytettiin pakasteessa –20 ˚C myöhempää käsittelyä 
varten. Koivunlehtiä pakkaskuivattiin –40 ˚C kolmen päivän ajan, kunnes ne olivat 
täysin kuivuneet. Tämän jälkeen lehdet jauhettiin morttelilla ja näytteet säilytettiin 
lasipurkeissa kokeen alkuun saakka. Kokeessa käytettiin kolmea eri 
koivunlehtikäsittelyä, jotka olivat vaivaiskoivu aikainen (NE), vaivaiskoivu myöhäinen 
(NL) ja rauduskoivu (P).  
 
Kokeessa käytetty perusdieetti koostui timotei-heinästä ja ohrasta. 
Koivunlehtinäytteiden tapaan rehut kuivattiin, jauhettiin ja säilöttiin lasipurkissa 
jatkokäyttöä varten. Heinän kuiva-ainepitoisuus oli 920 g/kg kuiva-ainetta (ka) ja 
tuhkapitoisuus 86,8 g/kg ka. Ohran kuiva-ainepitoisuus oli 946 g/kg ka ja 
tuhkapitoisuus 28,9 g/kg ka. 
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3.2 Puskuriliuoksen valmistus  
 
Kokeessa käytetty puskuriliuos koostui vedestä, makro- ja mikrokivennäisistä, 
puskurinesteestä ja resatsuriinista (C12H7NO4), joka kertoo liuoksen hapetustilasta 
(Taulukko 2). 
 
Taulukko 2. Puskuriliuoksen koostumus. 
 ml 
Vesi 964 
Makrokivennäisliuos 482 
Mikrokivennäisliuos 0,24 
Puskurineste 482 
Resatsuriini 2,47 
 
Litrassa makrokivennäisliuosta oli 5,7 g Na2HPO4, 6,2 g KH2PO4 ja 0,6 g MgSO4 
7H2O. 100 ml mikrokivennäisliuosta sisälsi 13,2 g CaCl2 2H2O, 10 g MnCl2 4H2O, 1,0 
g CoCl2 6H2O ja 8,0 g FeCl3 6H2O. Litrassa puskurinestettä oli 35 g NaHCO3 ja 4 g 
((NH4)HCO3).  
 
3.3 Näytteiden valmistus  
 
Rehunäytteet punnittiin seerumipulloihin (Schott, Mainz, Saksa, 250 ml). Näyte koostui 
heinästä (600 mg) ja ohrasta (400 mg), sekä vaihtelevasta määrästä koivunlehtijauhetta. 
Koivunlehtien annostasot olivat 50, 100, 150 ja 200 mg. Seerumipulloja oli 
molemmissa simuloinneissa kaksi kutakin annostasoa ja koivunlehtityyppiä kohden. 
Lisäksi molemmissa simuloinneissa oli kaksi kontrollinäytettä, jotka sisälsivät heinää ja 
ohraa sekä kaksi tyhjää näytettä ilman rehua. Näin ollen näytteen kokonaismäärä 
vaihteli 1000 grammasta 1200 grammaan. Näytteiden kokonaismääräksi tuli 28 näytettä 
per ajo.  
 
Pötsineste kerättiin kahdelta pötsifistelöidyltä Ruotsin punaiselta lehmältä. Molemmat 
lehmät olivat keruuhetkellä ummessa. Eläinten dieetti koostui apilasäilörehusta (60 %), 
murskesäilötystä ohrasta (26 %) ja rapsirouheesta (Expro, 14 %). Lehmät ruokittiin 
kahdesti päivässä, kello 5:45 ja 16:10. Koetta varten pötsineste kerättiin kello 9:00 
aamulla. Pötsineste kerättiin esilämmitettyyn termospulloon ja nestettä huuhdottiin 
hiilidioksidilla (CO2) anaerobisten olosuhteiden ylläpitämiseksi.  
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Pötsineste valmisteltiin suodattamalla se nelinkertaisen harsokankaan läpi ja 
sekoittamalla 39 ˚C lämpöiseen puskuriliuokseen. Kahden lehmän pötsineste 
yhdistettiin yhdeksi seokseksi. Pötsinesteen ja puskuriliuoksen laimennossuhde oli 1:5. 
Pötsinestettä ja valmista liuosta sekoitettiin ja huuhdeltiin hiilidioksidilla jatkuvasti, 
jotta se pysyi anaerobisena. Valmiista liuoksesta mitattiin pH.  
 
Rehunäytteiden punnituksen jälkeen seerumipullot asetettiin 39 ˚C vesihauteeseen. 
Pulloja huuhdeltiin hiilidioksidilla. Seerumipulloihin lisättiin 60 ml puskuriliuoksella 
laimennettua pötsinestettä ja pullot asetettiin takaisin jatkuvasti liikkuvaan 
vesihauteeseen, jolla simuloitiin pötsin liikettä. Seerumipullot kiinnitettiin välittömästi 
automatisoituun kaasunmittauslaitteistoon.  
 
48 tunnin koejakson lopuksi kustakin näytteestä mitattiin liuoksen pH. Näytteiden 
sulavuutta kaasunmittauksen jälkeen ei määritetty.  
 
3.4 Kaasunäytteenotto ja metaanin mittaus  
 
Automaattinen kaasunmittauslaitteisto (TRG Boxes; Time related gas recording boxes) 
mittasi seerumipulloihin muodostuneen kokonaiskaasun määrän 12 minuutin välein 
automaattisen sähköisen venttiilin avulla (Cone ym. 1996). Venttiili sulkeutuu paineen 
palauduttua pulloissa halutuksi ja venttiilin avautumiskertojen perusteella määritettiin 
kulloinkin vapautunut kaasumäärä. Venttiilin avautumiset kirjautuivat laitteiston 
muistiin kunkin pullon osalta.  Automaattisen kaasunmittauslaitteiston tallentamista 
tiedoista laskettiin kokonaiskaasuntuotanto 48 tunnin ajalle. Raakadata käsiteltiin 
Microsoft Excel-ohjelmistolla laskemalla TRG–laatikoiden tallennustietojen avulla 
kokonaiskaasun määrä millilitroissa eri ajanhetkille. 
 
Metaanintuotanto mitattiin ajanhetkillä 2, 4, 8, 24, 32 ja 48 tuntia kokeen alusta. Kaasua 
otettiin seerumipullosta kaasutiiviillä injektioruiskulla (Hamilton, Bonaduz, Sveitsi) 
kumisen suba seal -tiivisteen (Z124567-100EA,13, Sigma-Aldrich) läpi. Jokaisesta 
pullosta otettiin vuorollaan 0,2 ml kaasunäyte, joka injektoitiin kaasukromatografiin 
(Varian Star 3400 CX series chromatography, USA).  Kolonni, johon näyte 
ruiskutettiin, oli 1,8 metriä pitkä ja valmistettu ruostumattomasta teräksestä (Hayesep T, 
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80-100 mesh). Kromatografi oli varustettu lämmönjohtavuusilmaisimella (TDC; 
thermal conductivity detector), jonka avulla voidaan erottaa eri kaasut näytteestä. 
Kantajakaasuna kromatografissa oli argon, jonka virtausnopeus oli 25 ml minuutissa ja 
lämpötila 32 ˚C. Injektorin lämpötila oli 110 ˚C ja detektorin lämpötila 135 ˚C. Ennen 
näytteiden analysointia kromatografi kalibroitiin standardikaasulla, joka koostui 
hiilidioksidista, vedystä (2 %) ja metaanista (10 %) (AGA Gas AB, Ruotsi).  
 
3.5 Mikrobinäytteet  
 
Jokaisesta seerumipullosta kerättiin mikrobinäytteet Eppendorf –putkiin ajanhetkillä 4, 
8 ja 24 tuntia inkubaatiosta. Näyte otettiin kustakin pullosta hanaan liitettävän ruiskun 
avulla. Kunkin näytteen koko oli 1,0 ml ja se koostui kahdesta osanäytteestä. Koska 
vesihauteessa oli kutakin käsittelyä kaksi kappaletta, otettiin näistä 0,5 ml:n osanäytteet, 
jotka yhdistettiin yhdeksi mikrobinäytteeksi. Näyteputket asetettiin välittömästi 
jäähauteeseen ja siirrettiin pakkaseen –20 ˚C myöhempää mikrobien analysointia varten. 
Mikrobinäytteenoton jälkeen seerumipulloihin lisättiin 0,5 ml hiilidioksidia korvaamaan 
otettu näytetilavuus. Mikrobinäytteet jätettiin kuitenkin analysoimatta analysoinnin 
vaikeuden takia.  
 
3.6 Haihtuvat rasvahapot (VFA)  
 
Näytteet haihtuvien rasvahappojen analysointia varten otettiin ennen ajoa puskuroidusta 
pötsinesteestä (2 kappaletta) sekä jokaisesta koepullosta ajon lopuksi (48 tuntia). 
Näytteet kerättiin Eppendorf–putkiin, jotka asetettiin välittömästi jäähauteeseen ja 
pakastettiin –20 ˚C myöhempää analysointia varten. Kukin VFA –näyte (1,0 ml)  
yhdistettiin kahdesta osanäytteestä (0,5 ml + 0,5 ml) mikrobinäytteiden tapaan.  
 
VFA-pitoisuudet määritettiin Waters Alliance 2795 korkean erotuskyvyn 
nestekromatografilla (HPLC) Waters 2414 taitekerroindetektorilla (Waters Corp., 
Milford, MA) (Ericson ja André 2010).  
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3.7 Ennustettu in vivo metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto 
 
Ennustettu in vivo metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto mallinnettiin 
kaasuntuotantoaineistoa hyväksi käyttäen. Kaasukromatografista saadun 
metaanintuotantoaineiston avulla luotiin metaanintuotannon malli (Kuva 1) kullekin 
näytteelle. TRG-laatikoista saatujen kokonaiskaasuntuotantotietojen ja 
metaanintuotannon mallikäyrien avulla laskettiin kunkin näytteen metaani- ja 
kokonaiskaasutuotanto 12 minuutin välein 48 tunnin ajanjaksolle.  
 
 
Kuva 1. Metaanintuotannon malli. 
 
Saatujen tulosten avulla tehtiin SAS ajo (Two pool model Gompertz, SAS). Saatujen 
tulosten avulla metaanin ja kaasun kokonaistuotot korjattiin kuiva-aineperusteisiksi. 
Tämän jälkeen lopullinen ennustettu in vivo –tuotanto saatiin käyttäen Powersim® 2.5 -
ohjelmistoa (Powersim AS, Istaldsø, Norway), johon oli luotu malli märehtijän 
rehunsulatuksesta (Huhtanen ym. 2008).  Näiden tietojen perusteella laskettiin, montako 
millilitraa kaasua gramma rehun kuiva-ainetta tuottaa.  
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3.8 Tulosten laskenta ja tilastollinen analyysi  
 
Kuiva-aineella korjattujen sekä ennustetun in vivo metaanin- ja 
kokonaiskaasuntuotantotulosten tilastollinen analyysi tehtiin SAS – ohjelmiston (Versio 
9.4, SAS Institute Inc., USA, 2014) Mixed – proseduurilla.  
 
Koivunlehtikäsittelyn vaikutusta metaani-, VFA- ja kokonaiskaasuntuotantoon 
analysoitiin mallilla, jossa oli kiinteänä tekijänä käsittely. Metaanin- ja 
kokonaiskaasuntuotantoa analysoitaessa satunnaistekijöinä mallissa olivat ajo ja 
replikaatti. VFA-tuotantoa analysoitaessa satunnaistekijänä oli ajo. Käsittelyjen väliset 
erot testattiin kontrasteilla: kontrolli vs. koivunlehtikäsittelyt, N vs. P ja NE vs. NL. 
 
Koivunlehtien annostason vaikutus metaani-, VFA- ja kokonaiskaasuntuotantoon 
analysoitiin mallilla, jossa kiinteinä tekijöinä olivat käsittely, annostaso sekä näiden 
yhdysvaikutukset. Satunnaismuuttujat olivat samat kuin edellä kuvatussa mallissa. 
Annostason vaikutusta testattiin polynomiaalisilla kontrasteilla. 
 
Koivunlehtien annostason yhteyttä pötsifermentaatioon (VFA-tuotanto) analysoitiin 
regressioanalyysillä käyttäen SAS-ohjelmiston Mixed – proseduuria. Regressiomallissa 
selittävänä muuttujana oli annostaso ja selitettävänä muuttujana VFA-tuotanto. Malliin 
sisällytettiin annostason ja käsittelyn yhdysvaikutus, jolloin voitiin testata, onko VFA-
tuotannon ja annostason yhteys erilainen eri käsittelyillä. Satunnaistekijänä mallissa oli 
ajo. 
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4 TULOKSET 
4.1 Metaanin ja kaasun kokonaistuotannon tulokset, in vitro 
 
In vitro metaanintuotanto grammaa rehun kuiva-ainetta kohti 48 tunnin tutkimusjaksolla 
vaihteli 43 ja 55 millilitran välillä, ollen keskimäärin 48,5 ml / g ka. 
Kokonaiskaasuntuotanto 48 tunnin ajalta grammaa rehun kuiva-ainetta kohti vaihteli 
273 ja 332 millilitran välillä, keskiarvon ollessa 297 ml / g ka.  
 
Käsittelyllä oli suuntaa-antava vaikutus metaanintuotantoon (p=0,06), kun metaanin 
kokonaistuotanto korjattiin rehun kuiva-ainepitoisuuden mukaan (Taulukko 3). 
Myöhään korjattu vaivaiskoivu vähensi metaanintuotantoa aikaisin korjattuun 
vaivaiskoivuun verrattuna (p=0,01) (Kuva 2).  
 
 
Kuva 2. Koivukäsittelyn vaikutus metaanintuotantoon (ml/g ka) in vitro, NE vs. NL p<0,05. NE: 
vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Koivunlehtilisän annostaso ei vaikuttanut metaanintuotantoon, eikä käsittelyn ja 
annostason välillä ollut yhdysvaikutusta (Taulukko 4). Metaanintuotanto kuiva-ainetta 
kohti säilyi melko vakiona annostason kasvaessa (48,2 – 48,8 mg/ g ka) (Taulukko 4). 
 
Koivunlehtilisä ei vaikuttanut kaasun kokonaistuotantoon rehun kuiva-ainegrammaa 
kohti kontrolliin verrattuna in vitro. Kaasuntuotanto oli suuntaa-antavasti (p=0,09) 
suurempi vaivaiskoivulisällä verrattuna rauduskoivulisään (Taulukko 3).  
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Verrattaessa in vitro koivunlehtikäsittelyjä keskenään havaittiin erot 
kokonaiskaasuntuotannossa käsittelyjen (p=0,03) ja annostasojen (p<0,01) välillä 
(Taulukko 4) sekä käsittelyn ja annostason yhdysvaikutus (p=0,02) (Kuva 3). Kaasun 
kokonaistuotanto oli vähäisintä P:lla ja suurinta NE:lla. Annostasolla oli kolmannen 
asteen merkitsevyys kaasun kokonaistuotantoon (p<0,01) (Taulukko 4). Annostason 
kasvaessa 50 mg:sta 100 mg:aan kaasun kokonaistuotanto väheni. 100 mg:sta 150 
mg:aan kaasun kokonaistuotanto jälleen lisääntyi, kunnes se taas väheni annostason 
kasvaessa 200 mg:aan. 
 
 
Kuva 3. Koivukäsittelyn ja annostason vaikutus kaasun kokonaistuotantoon (ml/g ka) in vitro, 
p<0,05. NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Tarkasteltaessa metaanin osuutta kaasun kokonaistuotannosta in vitro, koivukäsittelyllä 
ei ollut vaikutusta (Taulukko 3). Sen sijaan koivunlehtilisän annostasolla oli merkitsevä 
kolmannen asteen vaikutus metaanin osuuteen kokonaiskaasuntuotannosta (p=0,01) 
(Taulukko 4). Kaasun kokonaistuotanto oli suurinta annostason ollessa 150 mg ja 
metaanin osuus kokonaiskaasusta oli pienin 150 mg annostasolla. Lisäksi käsittelyn ja 
annostason välillä oli suuntaa-antava yhdysvaikutus (p=0,06) (Kuva 4). NE-käsittelyllä 
metaanin osuus kokonaiskaasusta saavutti huippunsa 100 mg annostasolla. Sen sijaan 
NL-käsittelyllä metaanin osuus kaasun kokonaistuotannosta laski aina 150 mg:n 
annostasoon asti ja palautui jälleen 200 mg annostasolla samoihin lukemiin 
kontrollinäytteen metaanin osuuden kanssa. P-käsittelyllä metaanin osuus 
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kokonaiskaasusta oli alimmillaan 50 mg annostasolla ja nousi aina 200 mg annostasolle 
saakka. 
 
 
Kuva 4. Käsittelyn ja annostason vaikutus metaanin osuuteen kaasun kokonaistuotannosta in vitro, 
p<0,10. NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
 
  
 
 
Taulukko 3. Koivunlehtikäsittelyn vaikutus kaasuntuotantoon ja haihtuviin rasvahappoihin, 48 tuntia. 
    Käsittely           P       
    Kontrolli NE NL P SEM * SEM ** käsittely ko vs. kä*** N vs. P NE vs. NL 
VFA (mmol/mol) 
          
 
etikkahappo 625 622 622 620 6.24 6.12 0.02 <0.01 0.08 0.82 
 
propionihappo 205 209 207 209 9.77 9.66 0.04 0.06 0.13 0.08 
 
voihappo 126 126 126 125 2.64 2.52 0.24 0.92 0.11 0.20 
 
i-valeriaanahappo 26.0 25.1 25.8 25.7 0.930 0.663 0.61 0.57 0.64 0.26 
 
n-valeriaanahappo 18.5 18.8 19.7 19.9 0.809 0.544 0.08 0.19 0.13 0.08 
 
etikka:propioni 3.06 2.99 3.02 2.97 0.170 0.169 0.02 0.02 0.07 0.14 
kok. VFA (mmol/l) 139 145 145 150 7.57 5.18 0.38 0.23 0.21 0.99 
Kaasut (ml/g ka) 
          
 
CH4, in vitro 47.8 50.0 47.6 48.2 1.34 0.70 0.06 0.55 0.49 0.01 
 
kok.kaasu, in vitro 292 303 297 293 6.84 3.99 0.14 0.37 0.09 0.16 
 
CH4 osuus kok. 
kaasusta, in vitro 0.164 0.165 0.160 0.165 0.0043 0.0022 0.40 0.86 0.51 0.12 
 
CH4, in vivo 41.5 41.4 39.7 40.4 1.62 1.12 0.31 0.49 0.90 0.08 
 
kok.kaasu, in vivo 262 278 276 274 6.57 3.72 0.15 0.04 0.38 0.53 
 
CH4 osuus 
kok.kaasusta,  
in vivo 0.158 0.149 0.144 0.148 0.0050 0.0030 0.06 0.02 0.62 0.16 
              pH 5.98 5.81 5.84 5.80 0.039 0.028 <0.0001 <0.0001 0.32 0.12 
* kontrollin SEM, ** käsittelyn SEM, *** kontrolli vs. käsittely, N: vaivaiskoivu, P: rauduskoivu, NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu 
myöhäinen, kok. VFA: VFA:n kokonaispitoisuus, kok. kaasu: kaasun kokonaistuotanto 
  
 
 
Taulukko 4. Koivunlehtien annostason vaikutus kaasuntuotantoon ja haihtuviin rasvahappoihin, 48 tuntia. 
    Annostaso (mg) 
 
    P           
  
0 50 100 150 200 SEM käsittely Annostaso yhdysvaik. lin. 2. aste 3. aste 
VFA (mmol/mol)  
           
 
etikkahappo 625 622 622 620 620 6.20 0.27 0.28 0.81 0.08 0.94 0.45 
 
propionihappo 205 206 207 209 211 9.72 0.01 <0.001 0.66 <0.0001 0.45 0.93 
 
voihappo 126 125 125 127 125 2.55 0.24 0.55 0.93 0.77 0.42 0.26 
 
i-valeriaanahappo 26.0 26.6 26.1 25.0 24.4 0.64 0.11 0.0001 0.25 <0.0001 0.72 0.33 
 
n-valeriaanahappo 18.5 19.9 19.4 19.3 19.2 0.62 0.17 0.68 0.86 0.28 0.68 0.85 
 
etikka:propioni 3.06 3.03 3.01 2.98 2.95 0.169 0.01 <0.01 0.68 <0.001 0.51 0.74 
kok. VFA (mmol/l) 139 143 145 150 150 5.06 0.46 0.41 0.49 0.12 0.83 0.61 
Kaasut (ml/g ka)  
           
 
CH4, in vitro 47.8 48.2 48.5 48.9 48.8 0.86 0.04 0.94 0.47 0.57 0.81 0.86 
 
kok.kaasu, in vitro 292 298 291 307 295 3.66 0.03 <0.01 0.02 0.46 0.38 <0.001 
 
CH4 osuus kok. 
kaasusta, in vitro 0.164 0.162 0.167 0.159 0.165 0.0022 0.15 0.08 0.06 0.85 0.75 0.01 
 
CH4, in vivo 41.5 40.3 40.3 40.7 40.7 1.15 0.18 0.95 0.39 0.59 0.97 0.81 
 
kok.kaasu, in vivo 262 275 268 285 275 3.79 0.49 0.01 0.23 0.29 0.71 <0.01 
 
CH4 osuus 
kok.kaasusta,  
in vivo 0.158 0.146 0.150 0.143 0.148 0.0030 0.17 0.11 0.13 0.87 0.76 0.02 
  
 
             pH 5.98 5.89 5.83 5.81 5.74 0.022 <0.01 <0.0001 0.06 <0.0001 0.38 0.04 
kok. VFA: VFA:n kokonaispitoisuus, kok. kaasu: kaasun kokonaistuotanto, P lin: lineaarinen 
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4.2 Haihtuvat rasvahapot (VFA) 
 
Etikkahapon mooliosuus vaihteli 620 mmol/mol ja 625 mmol/mol välillä. 
Propionihapon mooliosuus oli 205-211 mmol/mol. Voihapon mooliosuus oli 
keskimäärin 125 mmol/mol. 
 
Koivukäsittely pienensi etikkahapon (p<0,01) (Kuva 5) ja kasvatti suuntaa-antavasti 
propionihapon (p=0,06) mooliosuutta kontrolliin verrattuna (Taulukko 3). 
Rauduskoivulisä pienensi etikkahapon mooliosuutta suuntaa-antavasti vaivaiskoivuun 
verrattuna (p=0,08) ja propionihapon mooliosuus oli suuntaa-antavasti pienempi NL-
käsittelyllä NE-käsittelyyn verrattuna (p=0,08). Koivukäsittely ei vaikuttanut voi- ja i-
valeriaanahappojen mooliosuuksiin, mutta NL-käsittely lisäsi n-valeriaanahapon 
mooliosuutta suuntaa-antavasti NE-käsittelyyn verrattuna (p=0,08).  
 
 
Kuva 5. Koivunlehtikäsittelyn vaikutus etikkahapon mooliosuuteen (mmol/mol), p<0,01. NE: 
vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Koivunlehtilisän annostason noustessa etikkahapon mooliosuus pieneni suuntaa-
antavasti (p=0,08) (Taulukko 4). Propionihapon mooliosuus kasvoi lineaarisesti 
(p<0,0001) (Kuva 6) ja i-valeriaanahapon osuus pieneni lineaarisesti (p<0,0001) (Kuva 
7) annostason noustessa. Annostaso ei vaikuttanut voi- tai n-valeriaanahappojen 
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mooliosuuksiin. Koivukäsittelyn ja annostason välillä ei havaittu merkitsevää 
yhdysvaikutusta haihtuvien rasvahappojen mooliosuuksiin (Taulukko 4).  
 
 
Kuva 6. Koivunlehtien annostason vaikutus propionihapon mooliosuuteen (mmol/mol), p<0,0001. 
 
 
Kuva 7. Koivunlehtien annostason vaikutus i-valeriaanahapon mooliosuuteen (mmol/mol), 
p<0,0001. 
 
Kontrolliin verrattuna etikka-propionihappo – suhde pieneni (p=0,02) 
koivunlehtikäsittelyn vaikutuksesta (Kuva 8). Etikka-propionihappo – suhde oli 
suuntaa-antavasti pienempi (p=0,07) rauduskoivukäsittelyllä vaivaiskoivukäsittelyyn 
verrattuna.  
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Kuva 8. Koivukäsittelyn vaikutus etikka:propionihapposuhteeseen, Kontrolli vs. käsittely p<0,05, N 
vs. P p<0,10. NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Annostaso vaikutti etikka-propionihappo – suhteeseen (p<0,01). Annostason kasvaessa 
etikka-propionihappo – suhde pieneni lineaarisesti (p<0,001). Käsittelyn ja annostason 
välistä yhdysvaikutusta ei havaittu (Taulukko 4). 
 
Koivukäsittely tai annostaso eivät vaikuttaneet haihtuvien rasvahappojen 
kokonaispitoisuuteen (Taulukko 3, Taulukko 4). Myöskään merkitsevää käsittelyn ja 
annostason yhdysvaikutusta ei ollut.  
 
Regressioanalyysin perusteella koivunlehtien annostason ja haihtuvien rasvahappojen 
kokonaispitoisuuden välillä oli yhteys koko aineistossa (p=0,03) (Kuva 9, a). 
Annostason ja käsittelyn välillä oli suuntaa-antava yhdysvaikutus (p=0,05). 
Rauduskoivun annostason noustessa VFA:n kokonaispitoisuus kasvoi (p=0,04) (Kuva 9, 
d), kun taas vaivaiskoivukäsittelyillä VFA-pitoisuus ei lisääntynyt annostason noustessa 
(Kuva 9, b ja c).  
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Kuva 9. Koivunlehtien annostason ja VFA-tuotannon yhteys: a) koko aineisto, b) vaivaiskoivu 
aikainen, c) vaivaiskoivu myöhäinen, d) rauduskoivu. Yhdysvaikutus annostaso*käsittely p=0,05. 
 
4.3 pH  
 
Näytteiden pH vaihteli ajon lopussa 5,65 ja 6,06 välillä. Puskuroidun pötsinesteen pH 
oli ensimmäisessä ajossa kokeen alussa 6,78 ja toisessa 7. Vastaavat pH luvut 
puskuroidulle pötsinesteelle ajon lopussa olivat 6,75 ja 6,77 sekä 6,73 ja 6,76.  
 
Koivunlehtilisä laski näytteen pH:ta (p<0,0001). Rauduskoivukäsittely laski pH:ta 
enemmän vaivaiskoivukäsittelyyn verrattuna (p=0,04) ja NE-käsittely laski pH:ta 
enemmän NL-käsittelyyn verrattuna (P<0,01) (Kuva 10, Taulukko 3). 
 
a) b) 
c) d) 
p=0,03 p=0,17 
p=0,33 p=0,04 
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Kuva 10. Koivukäsittelyn vaikutus näytteen happamuuteen, p<0,0001. NE: vaivaiskoivu aikainen, 
NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Koivulisän annostason kasvaessa näytteen pH laski lineaarisesti (p<0,0001). Käsittelyn 
ja annostason välillä oli suuntaa-antava yhdysvaikutus (p=0,06) (Kuva 11, Taulukko 4). 
NE- ja P-käsittelyillä näytteiden pH laski melko samaa tahtia annostason kasvaessa, 
mutta NL-käsittelyllä pH:n lasku oli hitaampaa.  
 
 
Kuva 11. Käsittelyn ja annostason vaikutus näytteen happamuuteen. Käsittelyn ja annostason 
yhdysvaikutus p<0,10, annostason lineaarinen vaikutus p<0,0001. NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: 
vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
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4.4 Ennustettu in vivo metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto  
 
Ennustettu metaanintuotanto oli alimmillaan 36 ml ja enimmillään 48 ml per gramma 
rehua (ka). Keskiarvo metaanintuotannolle oli 40,5 ml/g ka. Vastaavasti kaasun 
kokonaistuotanto vaihteli 250 ml ja 307 ml välillä rehun kuiva-ainegrammaa kohti 
laskettaessa. Keskimääräinen kaasun kokonaistuotanto oli 275 ml/g ka. 
 
Koivulisällä ei ollut vaikutusta ennustettuun in vivo metaanintuotantoon (Taulukko 3). 
Myöhään korjattu vaivaiskoivu vähensi metaanintuotantoa suuntaa-antavasti aikaisin 
korjattuun verrattuna (p=0,08). Annostaso ei vaikuttanut ennustettuun 
metaanintuotantoon in vivo, eikä käsittelyn ja annostason välillä ilmennyt 
yhdysvaikutusta (Taulukko 4). Sen sijaan koivunlehtikäsittely lisäsi kaasun ennustettua 
kokonaistuotantoa in vivo (p=0,04) (Kuva 12).  
 
 
Kuva 12. Koivunlehtikäsittelyn vaikutus kaasun kokonaistuotantoon (ml/g ka) in vivo, p<0,05. NE: 
vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
 
Koivunlehtilisän annostasolla oli kolmannen asteen vaikutus kaasun kokonaistuotantoon 
in vivo (p<0,01) (Taulukko 4). Kaasun kokonaistuotanto väheni 275 ml:sta 268 ml:aan 
kuiva-ainegrammaa kohti koivunlehtien annostason kasvaessa 50 mg:sta 100 mg:aan, 
kasvoi 285 ml:aan annostason ollessa 150 mg ja väheni jälleen 275 ml:aan 200 mg:n 
annostasolla. 
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Metaanin osuus kaasun kokonaistuotannosta pieneni koivunlehtikäsittelyn vaikutuksesta 
(p=0,02) (Kuva 13). Annostasojen välisessä vertailussa metaanin osuuden osalta ilmeni 
kolmannen asteen vaikutus (p=0,02) (Taulukko 4). Metaanin osuus oli suurempi 100 mg 
ja 200 mg annostasoilla kuin kahdella muulla annostasolla.  
 
 
Kuva 13. Koivukäsittelyn vaikutus metaanin osuuteen kaasun kokonaistuotannosta in vivo, p<0,05. 
NE: vaivaiskoivu aikainen, NL: vaivaiskoivu myöhäinen, P: rauduskoivu. 
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5 TULOSTEN TARKASTELU 
5.1 Metaanin ja kaasun kokonaistuotannon tulokset, in vitro 
 
 
Kaasun kokonaistuotanto vaivaiskoivun lehtien annostasoilla 50 ja 100 mg vastasi 
toisiaan tässä ja Raminin ym. (2012) tutkimuksessa, mutta metaanintuotanto Raminin 
ym. (2012) tutkimuksessa oli noin 10 ml/g ka vähäisempää kuin tässä tutkimuksessa. 
Raminin ym. (2012) tutkimuksessa kontrollinäytteen kaasun kokonaistuotanto 60:40 
karkearehu-väkirehutasolla 48 tunnin aikana oli hieman suurempaa (340 ml/g ka) kuin 
tässä tutkimuksessa. Sen sijaan kontrollinäytteen metaanintuotanto oli Raminin ym. 
(2012) tutkimuksessa vähäisempää (41,2 ml/g ka). Raminin ym. (2012) kokeessaan 
käyttämät vaivaiskoivun lehtien annostasot olivat 10, 25, 50 ja 100 mg. 
 
Koivunlehtien annostason kasvaessa keskimääräinen NDF–pitoisuus kiloa kuiva-ainetta 
kohti laskee. Mattsonin ym. (2005) tutkimuksessa koivun lehdissä oli NDF:ää 176,4 mg 
/ g ka. Sen sijaan kuivaheinän NDF–pitoisuus on yli 600 g / kg ka ja ohran yli 200 g / kg 
ka (MTT 2014). Tärkkelyspitoisuudessa ero on vielä tätäkin suurempi. Koivun lehtien 
tärkkelyspitoisuus oli Mattsonin ym. (2005) mukaan 11,5 mg / g ka, kun taas ohran 
tärkkelyspitoisuus on yli 600 g / kg ka (MTT 2014), joten annostason noustessa myös 
tärkkelyksen osuus laskee. Koivun lehdissä on sulamatonta ligniiniä 92,6 mg / g ka 
(Mattson ym. 2005), mikä osaltaan laskee näytteen sulavuutta. Metaanintuotanto rehun 
kuiva-ainetta kohti pienenee NDF:n osuuden laskiessa rehuannoksessa (Benchaar ym. 
2001, Aguerre ym. 2011). Samanaikaisesti NDF:n sulavuus huononee osuuden laskiessa 
rehuannoksessa (Chandramoni ym. 2000). 
 
Vaikka tärkkelyksen ja kuidun osuudet rehunäytteissä pienenivät, niiden kokonaismäärä 
kasvoi koivunlehtiannostason kasvaessa, sillä karkearehun ja väkirehun määrä oli vakio. 
Kaiken kaikkiaan NDF:n ja tärkkelyksen määrässä tapahtui hyvin vähäistä muutosta. 
Esimerkiksi NDF:n määrä näytteessä lisääntyi suurimmalla 200 mg annostasolla vain 
noin 35 mg ja tärkkelyksen noin kaksi milligrammaa kuiva-ainegrammaa kohti. Näin 
ollen voidaankin olettaa mahdollisten pötsifermentaation muutosten johtuneen kasvien 
toissijaisista aineenvaihduntatuotteista rehunäytteen koostumuksen muutosten sijaan. 
 
Metaanintuotanto kuiva-ainegrammaa kohti säilyi melko vakiona koivunlehtilisästä 
huolimatta. Näin ollen koivunlehtilisällä ei ollut vaikutusta metaanintuotantoon. 
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Rauduskoivulisän ei havaittu tutkimuksessa vaikuttavan metaanintuotantoon in vitro. 
Koska rauduskoivun tanniinipitoisuus on vain murto-osa vaivaiskoivun tanniinien 
pitoisuudesta (Salminen ym. 2002), tulos on oletetun mukainen. Myöhään korjatun 
vaivaiskoivun kohonnut fenolitaso saattaa selittää metaanintuotannon eron NE- ja NL-
käsittelyjen välillä tässä tutkimuksessa. NE-käsittely tuotti metaania merkitsevästi 
enemmän NL-käsittelyyn verrattuna. Riipi ym. (2002) analysoivat tunturikoivun lehtien 
fenolipitoisuuden lisääntyvän heinäkuun alkuun saakka, säilyvän melko vakiona ja 
kohoavan kasvukauden lopussa. 
 
Palon (1985) tutkimuksessa rauduskoivun fenoliuute laski orgaanisen aineen, NDF:n ja 
raakavalkuaisen pötsisulavuutta in vitro, vaikka fenolipitoisuus rauduskoivussa on pieni 
(Palo ym. 1985). Iason ja Palo (1991) havaitsivat rauduskoivun oksista eristetyn 
fenoliuutteen laskevan valkuaisen sulavuutta jäniksillä. Tanniinit kuuluvat fenoleihin 
(Salminen ym. 2002, Hopkins ja Hüner 2004) ja saostavat valkuaisaineita (Hopkins ja 
Hüner 2004), jolloin valkuaisen sulavuus laskee. 
 
Erot tutkimusten välisissä metaanintuotantotuloksissa saattavat johtua erilaisesta 
perusdieetistä, koemuodosta tai eroista kondensoidun tanniinin rakenteessa. Tanin ym. 
(2011) in vitro kaasuntuotantotutkimuksessa kondensoituja tanniineja sisältävän 
ruohokasvin (Panicum maximum) annostason kasvaessa kaasun kokonaistuotanto ja 
metaanintuotanto vähenivät lineaarisesti 24 tunnin tutkimusajanjaksolla. Panicum 
maximum -kasvin kondensoitujen tanniinien pitoisuus kokeessa vaihteli 0-60 mg/g ka 
välillä. Metaanintuotanto oli 60 mg/g ka tasolla enää 5,5 ml / g ka, kun 0-tasolla se oli 
14,9 ml / g ka (Tan ym. 2011). Sen sijaan Beaucheminin ym. (2007) tutkimuksessa 
Schinopsis quebracho-colorado puun kondensoitu tanniiniuute ei vähentänyt 
metaanintuotantoa. Durmicin ym. (2014) mukaan tehokkain tanniinilähde 
metaanintuotannon alentamiseksi on akasiapuu (Acacia mearnsii). Jayanegara ym. 
(2011) arvioivat tanniinien metaanintuotantoa laskevan vaikutuksen johtuvan 
orgaanisen aineen in vitro -sulavuuden, kaasun kokonaistuotannon, lyhytketjuisten 
rasvahappojen pitoisuuden ja ammoniakkipitoisuuden laskusta.  
 
Vaikka mikrobeja ei analysoitu tässä tutkimuksessa, sekä tanniinien että eteeristen 
öljyjen on todettu vaikuttavan pötsin mikrobistoon ja tätä kautta kaasuntuotantoon. 
Pötsin mikrobisto koostuu bakteereista, metanogeenisista arkeista, alkueläimistä, 
sienistä ja viruksista (Hobson ja Stewart 1997). Bakteerit ovat suurin mikrobien ryhmä, 
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mutta mikrobien suhteet vaihtelevat ruokinnasta riippuen (Fernando ym. 2010). 
Joidenkin arvioiden mukaan metanogeenit toimivat yhdessä alkueläinten kanssa, minkä 
vuoksi alkueläinten lukumäärän väheneminen johtaa myös metanogeenien ja 
metaanintuotannon vähenemiseen (Liu ym. 2011).  
 
Vaivaiskoivun ja rauduskoivun lehdissä on sekä hydrolysoituvia että kondensoituja 
tanniineja, joten on todennäköistä että koivuilla on antimikrobista vaikutusta. Koska 
vaivaiskoivun tanniinipitoisuus on rauduskoivua suurempi, voisi olettaa että 
vaivaiskoivu on rauduskoivua tehokkaampi mikrobiston ja tätä kautta 
metaanintuotannon muokkaaja. Tässä tutkimuksessa vaivaiskoivu ja rauduskoivu eivät 
kuitenkaan eronneet metaanintuotannon suhteen.  
 
Kondensoitujen tanniinien on raportoitu vähentävän metanogeenien ja alkueläinten 
määrää pötsinesteessä in vitro (Tan ym. 2011) ja in vivo (Liu ym. 2011). Lisäksi 
tanniinilisä, joka sisältää kondensoituja ja hydrolysoituvia tanniineja on tehokkaampi 
metaanintuotannon vähentäjä pelkkään hydrolysoituvien tanniinien lisään verrattuna 
(Bhatta ym. 2009). Tämä saattaa johtua siitä, että mikrobit voivat pilkkoa 
hydrolysoituvia tanniineja jossain määrin sokeriksi ja gallushapoksi. Kondensoidut ja 
hydrolysoituvat tanniinit yhdessä vähentävät myös alkueläinten määrää tehokkaammin 
kuin hydrolysoituvat tanniinit yksin (Bhatta ym. 2009). Kaiken kaikkiaan Bhattan ym. 
(2009) mukaan tanniinipitoisuus korreloi negatiivisesti niin arkkien lukumäärän kuin 
metaanintuotannon kanssa. Samaan tulokseen päätyivät myös Liu ym. (2011) ja Tan 
ym. (2011), joiden mukaan metanogeenien ja alkueläinten lukumäärän vähentyessä 
metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto (ml/g ka) vähenevät. 
 
Tanniinien lisäksi koivunlehtien eteeriset öljyt ovat saattaneet vaikuttaa 
kaasuntuotantotuloksiin. Koska eteeristen öljyjen kirjo on laaja, tutkimustulokset niiden 
vaikutuksesta metaanintuotantoon ovat vaihtelevia. Eteerisillä öljyillä on kuitenkin 
osoitettu olevan antimikrobista vaikutusta (Dorman ja Deans 2000). Patran ja Yun 
(2012) in vitro tutkimuksessa eteeriset öljyt vähensivät sekä metaanin että kaasun 
kokonaistuotantoa. Oreganoöljyä lukuun ottamatta eteeriset öljyt eivät vaikuttaneet 
NDF:n sulavuuteen tai todelliseen kuiva-aineen sulavuuteen (Patra ja Yu 2012). 
Macheboeufin ym. (2008) mukaan metaanintuotanto laski nopeammin kuin kaasun 
kokonaistuotanto, kun eteeristen öljyjen pitoisuus oli yli 10 mmol/l. 
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Eteeriset öljyt vaikuttavat pötsin mikrobistoon (Chaves ym. 2008, Patra ja Yu 2012, Lin 
ym. 2013). Sekä vaivaiskoivun että rauduskoivun lehdissä on eteerisiä öljyjä, mutta 
öljyjen rakenteet ovat erilaiset. Näin ollen mahdolliset vaikutukset pötsin mikrobistoon 
saattavat erota koivulajien välillä. Patran ja Yun (2012) sekä Linin ym. (2013) 
tutkimuksissa eteeriset öljyt vähensivät sekä arkkien että alkueläinten määrää in vitro ja 
in vivo. Samanaikaisesti metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto vähenivät (Patra 
ja Yu 2012). Benchaar ym. (2007) eivät kuitenkaan havainneet eteeristen öljyjen 
vaikuttavan alkueläinten tai bakteerien kokonaismäärään. Myöskään Tekippen ym. 
(2013) tutkimuksessa eteeriset öljyt eivät vaikuttaneet alkueläinten lukumäärään.  
 
Kaasun kokonaistuotanto oli suurimmillaan koivulisän annostason ollessa 150 mg. On 
kuitenkin mahdollista, että koivulisän annostason ollessa 200 mg 
kaasunmittauslaitteistossa ilmeni häiriöitä kaasuntuotannon rekisteröinnissä tai 
kaasuntuotanto oli jostain syystä laitteistossa loppunut. Viidessä kahdestatoista 
näytteestä, joiden koivulisä oli 200 mg, kokonaiskaasun määrä ei lisääntynyt enää 23–
30 tunnin jälkeen. Myös muilla annostasoilla joidenkin yksittäisten näytteiden osalta 
kaasuntuotanto loppui 24 tunnin jälkeen.  
 
Kokonaiskaasuntuotanto oli korkeimmillaan 150 mg annostasolla metaanin määrän 
pysyessä lähes vakiona eri annostasoilla. Näin ollen metaanin osuus 
kokonaiskaasuntuotannosta laski annostasolla 150 mg. Koska metaanintuotanto pysyi 
melko vakiona, voidaan olettaa että näytteestä vapautui ilmaan vetykaasua metaanin 
asemesta. Wangin ym. (2013) mukaan vetyä (H2) on pötsissä sekä liuenneena että 
kaasuna. Metanogeeniset arkit voivat käyttää vain liuennutta vetyä kasvuunsa tuottaen 
samalla metaania. Vedyn pitoisuus pötsin kaasu- ja nestefaasissa ei ole sama (Wang ym. 
2014). Onkin mahdollista, että tässä tutkimuksessa koivunlehtien toissijaiset 
aineenvaihduntatuotteet vaikuttivat metanogeeneihin ja liuennutta vetyä ei käytetty 
metaaniksi vaan se vapautui sellaisenaan. Mikäli vety olisi käytetty metanogeenien 
toimesta, olisi annostason kasvaessa voinut olettaa syntyvän enemmän metaania 
koivunlehtien lisätessä kaasun kokonaistuotantoa. 
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5.2 Haihtuvat rasvahapot (VFA) 
 
Kontrollinäytteen VFA:n kokonaispitoisuus oli tutkimuksessa keskimäärin 139 mmol/l, 
mikä vastaa Raminin ym. (2012) tutkimustulosta (136 mmo/l). Sen sijaan Aguerren ym. 
(2011) ja Hassanatin ym. (2013) tutkimuksissa vastaavilla karkearehu-väkirehusuhteilla 
VFA:n kokonaispitoisuus oli alhaisempi. (104 ja 70,0 mmol/l). Hassanat ym. (2013) 
käyttivät tutkimuksessaan karkearehuna sinimailasta ja väkirehuna maissia ja Aguerre 
ym. (2011) puolestaan sinimailas-maissisäilörehua ja maissia. Myös Lettatin ym. (2013) 
tutkimuksessa 60:40 ruokinnalla VFA:n kokonaispitoisuus oli alhaisempi; 99,6 mmol/l.  
 
Etikka-, propioni-, voi-, i-valeriaana- ja n-valeriaanahappojen mooliosuudet tässä ja 
Raminin ym. (2012) tutkimuksessa vastasivat toisiaan. Etikka-, propioni- ja voihapon 
mooliosuudet kontrollinäytteissä olivat samankaltaisia muiden tutkimusten kanssa, 
joissa oli käytetty 60:40 karkearehu-väkirehusuhdetta (Aguerre ym. 2011, Hassanat ym. 
2013, Lettat ym. 2013).  
 
Tässä tutkimuksessa vaivaiskoivun lehtien annostaso ja tätä kautta tanniinien ja 
eteeristen öljyjen määrä ei vaikuttanut haihtuvien rasvahappojen kokonaispitoisuuteen. 
Samaan tulokseen päätyivät myös Beauchemin ja McGinn (2006b) tutkiessaan 
eteeristen öljyjen ja Durmic ym. (2014) tutkiessaan kondensoitujen tanniinien 
vaikutusta fermentaatiotuotteisiin. Tanniinien on osoitettu laskevan metaanintuotantoa 
ja vaikuttavan samanaikaisesti haihtuvien rasvahappojen mooliosuuksiin (Beauchemin 
ym. 2007, Jayanegara ym. 2011, Tan ym. 2011). Myös eteeristen öljyjen on osoitettu 
vaikuttavan haihtuvien rasvahappojen mooliosuuksiin (Chaves ym. 2008, Macheboeuf 
ym. 2008, Patra ja Yu 2012).  
 
Beauchemin ym. (2007), Jayanegara ym. ja (2011) Tan ym. (2011) havaitsivat 
kondensoitujen tanniinien vähentävän haihtuvien rasvahappojen kokonaispitoisuutta in 
vitro. Beauchemin ym. (2007) ja Tan ym. (2011) käyttivät kokeissaan tanniiniuutetta, 
jota lisättiin rehunäytteeseen. Tutkimustulokset tanniinien vaikutuksesta etikka- ja 
propionihapon mooliosuuksiin vaihtelevat. Tanin ym. (2011) ja Durmicin ym. (2014) 
mukaan kondensoitujen tanniinien pitoisuuden noustessa propionihapon mooliosuus 
vähenee lineaarisesti nostaen samalla etikka-propionihapposuhdetta. Sen sijaan 
Beaucheminin ym. (2007) mukaan tanniinilisä ei vaikuta propionihapon mooliosuuteen, 
mutta etikkahapon mooliosuus laskee lineaarisesti. Jayanegaran ym. (2011) tutkimuksen 
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perusteella hydrolysoituvat tanniinit eivät vaikuta etikka- tai propionihapon 
mooliosuuksiin. Carullan ym. (2005) in vivo tutkimuksessa tanniinilisä laski 
etikkahapon ja nosti propionihapon mooliosuutta. Tässä tutkimuksessa propionihapon 
mooliosuus kasvoi lineaarisesti koivunlehtien annostason ja tätä kautta tanniinien 
määrän kasvaessa. Näin ollen tulos on päinvastainen kuin Tanilla ym. (2011) tai 
Durmicilla ym. (2014), mutta samankaltainen Carullan ym. (2005) kanssa. Etikkahapon 
osalta tämän tutkimuksen tulos vastaan Beaucheminin ym. (2007) ja Carullan ym. 
(2005) tutkimustuloksia. Tässä tutkimuksessa etikkahapon mooliosuus pieneni 
koivunlehtikäsittelyn vaikutuksesta ja lehtien annostason noustessa. Koska 
vaivaiskoivun lehdet sisältävät runsaasti hydrolysoituvia ja kondensoituja tanniineja 
(Salminen ym. 2002), oli oletettavaa että VFA -pitoisuuksissa tapahtuu muutoksia.  
 
Tässä tutkimuksessa i-valeriaanahapon mooliosuus pieneni annostason kasvaessa. 
Beauchemin ym. (2007), Jayanegara ym. (2011) tai Carulla ym. (2005) eivät havainneet 
tanniinilisän vaikuttavan i-valeriaanahapon mooliosuuksiin tutkimuksissaan. Tässä 
tutkimuksessa koivukäsittely kasvatti n-valeriaanahapon mooliosuutta suuntaa-
antavasti. Myös Carullan ym. (2005) tutkimuksessa tanniinilisä kasvatti n-
valeriaanahapon mooliosuutta merkitsevästi.  
 
Koivunlehtilisän annostason kasvu lisäsi todennäköisesti eteeristen öljyjen määrää 
näytteessä. Tutkimustulokset eteeristen öljyjen vaikutuksesta haihtuvien rasvahappojen 
mooliosuuksiin vaihtelevat kuitenkin runsaasti. Eteeristen öljyjen rakenne vaikuttaa 
niiden kykyyn muuttaa VFA:n mooliosuuksia, ja siinä ohessa metaanintuotannon 
laskuun (Macheboeuf ym. 2008). Macheboeufin ym. (2008) tutkimuksessa kasvien 
eteeriset öljyt laskivat metaanintuotantoa ja VFA:n kokonaispitoisuutta in vitro, mikäli 
öljyjen annostaso oli riittävän suuri. Myös Cardozon ym. (2005), Busquetin ym. (2006) 
ja Durmicin ym. (2014) mukaan VFA:n kokonaispitoisuus laskee eteeristen öljyjen 
annostason ollessa riittävän suuri. Tutkimustulokset eteeristen öljyjen vaikutuksesta 
etikka- ja propionihapon mooliosuuksiin vaihtelevat. Eteeristen öljyjen on todettu niin 
laskevan (Busquet ym. 2006, Macheboeuf ym. 2008, Patra ja Yu 2012) kuin nostavan 
(Busquet ym. 2006, Patra ja Yu 2012) etikka- ja propionihapon mooliosuuksia. 
Joidenkin eteeristen öljyjen osalta ei ole havaittu vaikutusta haihtuvien rasvahappojen 
mooliosuuksiin in vitro (Patra ja Yu 2012) tai in vivo (Beauchemin ja McGinn 2006b).  
Kuten metaanintuotantotulosten kohdalla, myös haihtuvien rasvahappojen osalta erot 
tämän ja muiden tutkimusten tuloksissa saattavat johtua tanniinien ja eteeristen öljyjen 
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rakenteiden eroavaisuuksista, tai erilaisesta kontrollirehusta. Tässä tutkimuksessa 
karkearehu koostui timoteistä ja väkirehuna oli ohra.  
 
Ohjaamalla pötsifermentaatiota propionihapon tuotantoa suosivaksi voidaan pyrkiä 
vähentämään metaanintuotantoa (Van Soest 1987). Näin ollen tässä tutkimuksessa 
propionihapon mooliosuuden kasvun annostason noustessa olisi voinut olettaa 
vähentävän metaanintuotantoa in vitro. Metaanintuotanto ei kuitenkaan laskenut 
koivunlehtien annostason noustessa. Myöhään korjattu vaivaiskoivu tuotti metaania 
merkitsevästi vähemmän aikaisin korjattuun verrattuna, mutta haihtuvien rasvahappojen 
pitoisuuksissa ei ollut merkitsevää eroa ryhmien välillä. Onkin mahdollista, että kasvien 
toissijaiset aineenvaihduntatuotteet ovat vaikuttaneet suoraan metanogeenien 
toimintaan. Metaanintuotanto (ml / g ka) ei kasvanut koivunlehtien annostason 
noustessa ja VFA –suhteet säilyivät lähes muuttumattomina. Kuitenkin koivunlehtien 
annostason ollessa 150 mg, kaasun kokonaistuotanto oli merkitsevästi suurempaa. Näin 
ollen vety vapautui mahdollisesti sellaisenaan ilman, että sitä muutettiin metaaniksi, 
vaikka kaasun kokonaistuotanto kasvoi. Regressioanalyysin perusteella rauduskoivun 
lehtien annostason nousu lisäsi VFA:n kokonaistuotantoa, mutta 
vaivaiskoivukäsittelyllä tätä yhteyttä ei havaittu. VFA-tuotannon lisääntyminen viittaa 
pötsifermentaation lisääntymiseen erityisesti rauduskoivun lehtiä lisättäessä.  
 
Tanniinien ja eteeristen öljyjen vaikutukset haihtuvien rasvahappojen pitoisuuksiin eivät 
ole yksiselitteisiä. Näin ollen onkin epävarmaa, miksi rauduskoivukäsittely laski etikka-
propionihapposuhdetta vaivaiskoivukäsittelyä enemmän. Kuitenkin on selvää, että 
koivulisä vaikutti etikka-propionihapposuhteeseen kontrolliin verrattuna. Siksi koivujen 
toissijaisilla aineenvaihduntatuotteilla voidaan olettaa olevan merkitystä haihtuvien 
rasvahappojen pitoisuuksiin, mikäli annostaso on riittävän korkea. Tässä tutkimuksessa 
koivunlehtien annostason noustessa ja tätä kautta tanniinien ja eteeristen öljyjen 
pitoisuuksien kasvaessa propionihapon mooliosuus kasvoi lineaarisesti pienentäen 
etikka-propionihapposuhdetta. 
 
5.3 pH  
 
Pötsin normaali pH vaihtelee 5,5 ja 6,5 välillä (McDonald ym. 2002). Tässä 
tutkimuksessa koivunlehtilisä laski pH:ta merkitsevästi samoin kuin Raminin ym. 
(2012) vastaavassa tutkimuksessa. Tässä tutkimuksessa pH:n lasku oli kuitenkin selvästi 
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suurempaa. Raminin ym. (2012) tutkimuksessa koivunlehtien annostason ollessa 100 
mg pH oli 6,15, kun taas tässä tutkimuksessa pH oli samalla annostasolla enää 
keskimäärin 5,83. Tutkimusmenetelmät ja näytteet olivat Raminin ym. (2012) 
tutkimuksen kanssa identtiset.  
 
Koetta varten suolta kerättyjen vaivaiskoivun lehtien pH mukaili todennäköisesti 
kasvupaikan pH:ta. Vaivaiskoivua esiintyy happamilla soilla, joiden pH vaihtelee 4,5 ja 
5,5 välillä (Vasander 1998). Rauduskoivun lehtien pH vaihtelee 5,5 ja 5,8 välillä 
(Taylor ja Davies 1985). Siksi voidaan olettaa, että koivunlehtilisä laskee rehuannoksen 
ja tätä kautta pötsinesteen pH:ta. PH:n laskuun vaikutti todennäköisesti myös 
propionihapon mooliosuuden kasvu. Haihtuvien rasvahappojen pitoisuuden kasvu 
heikentää pötsinesteen puskurointikapasiteettia (McDonald ym. 2002), mikä on voinut 
vaikuttaa pötsinesteen pH:n laskuun tässä in vitro -tutkimuksessa. Koska 
metaanintuotanto vähenee pH:n laskiessa alle kuuden (Van Kessel ja Russell 1996) olisi 
ollut odotettavissa, että metaanintuotanto olisi vähentynyt tässä tutkimuksessa. Optimi 
pH metanogeenien kasvulle on 6.0–8.0 (Jarvis ym. 2000, Rea ym. 2007). 
Metaanintuotanto ei kuitenkaan laskenut samaa tahtia pH:n laskiessa.  
 
Tutkimusten mukaan tanniinit eivät vaikuta pötsinesteen pH:hon (Hariadi ja Santoso 
2010, Krueger ym. 2010, Jayanegara ym. 2011, Tan ym. 2011). Sen sijaan eteeriset öljyt 
nostavat joissain tapauksissa pötsinesteen pH:ta (Busquet ym. 2006, Chaves ym. 2008, 
Patra ja Yu 2012), ja toisinaan öljyt eivät vaikuta pötsinesteen happamuuteen 
(Beauchemin ja McGinn 2006b, Benchaar ym. 2007, Tekippe ym. 2013). Näin ollen 
tämän tutkimuksen osalta pH:n lasku johtunee koivunlehtien happamuudesta ja pötsin 
puskurointikapasiteetin heikkenemisestä lehtien sisältämien tanniinien ja eteeristen 
öljyjen sijaan.  
 
5.4 Ennustettu in vivo metaanintuotanto ja kaasun kokonaistuotanto  
 
Tämän tutkimuksen ennustetut metaanintuotantotulokset olivat samankaltaisia kuin 
muiden in vivo tutkimusten metaanintuotantotulokset (Lovett ym. 2003, Aguerre ym. 
2011, Hassanat ym. 2013). Esimerkiksi Aguerren ym. (2011) tutkimuksessa karkearehu-
väkirehu suhteen ollessa 61:39, metaania syntyi 29,1 g/kg ka, mikä vastaa noin 41 ml 
metaania / g ka.  
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Carullan ym. (2005), Graingerin ym. (2009) ja Liun ym. (2011) in vivo tutkimuksissa 
tanniinilisä vähensi metaanintuotantoa merkitsevästi. Carullan ym. (2005) mukaan 
tanniinilisä ei vaikuttanut lampaiden rehun syöntiin, mutta laski orgaanisen aineen, 
raakavalkuaisen ja NDF:n sulavuutta. Lisäksi tanniinilisä kasvatti energian 
kokonaishävikkiä, sillä sonnan energiahukka kasvoi (Carulla ym. 2005). Grainger ym. 
(2009) havaitsivat tanniinilisän laskevan lypsylehmien rehun syöntiä, bruttoenergian 
saantia ja maitotuotosta. Siksi tanniinilisän vaikutukset onkin huomioitava laajemmin 
kuin vain metaanintuotannon osalta. Metaanintuotannon väheneminen on saattanut 
johtua myös vähentyneestä syönnistä tai heikentyneestä rehun hyväksikäytöstä.  
 
Koivunlehtikäsittelyn vaikutus metaanin osuuteen kokonaiskaasuntuotannosta oli 
merkitsevä mallinnuksen jälkeen. Koivunlehtikäsittely laski ennustettua in vivo 
metaanin osuutta kaasun kokonaistuotannosta, ja tehokkain kaasuntuotannon laskija oli 
NL. Näin ollen onkin mahdollista, että fenolien pitoisuus lehdissä lisääntyi kasvukauden 
lopussa, kuten Riipi ym. (2002) analysoivat omassa tutkimuksessaan.  
 
Beauchemin ja McGinn (2006b) eivät havainneet eteerisiä öljyjä sisältävän 
rehulisäaineen vaikuttavan nautojen metaanintuotantoon in vivo. Eteeriset öljyt eivät 
vaikuttaneet myöskään syöntiin tai haihtuvien rasvahappojen pitoisuuteen, mutta 
laskivat kuiva-aineen ja NDF:n sulavuutta (Beauchemin ja McGinn 2006b). Linin ym. 
(2013) lampailla tehdyssä tutkimuksessa eteerisiä öljyjä sisältävä lisä laski VFA:n 
kokonaispitoisuutta ja nosti propionihapon pitoisuutta. Öljylisä vähensi myös 
alkueläinten määrää vaikuttamatta kuitenkaan metanogeeneihin (Lin ym. 2013). Näin 
ollen Lin ym. (2013) arvioivat, että metaanintuotanto olisi vähentynyt eteeristen öljyjen 
vaikutuksesta, vaikkei sitä kokeessa mitattukaan.  
 
Koivunlehtilisä sellaisenaan tuskin soveltuisi käytännön ruokintaa lypsylehmillä näissä 
määrin. 650 kg painavan ja 30 kg päivässä maitoa tuottavan lehmän kuiva-aineen syönti 
on noin 18 kg päivässä (McDonald 2002), mikä tarkoittaisi karkeasti noin kolmen kilon 
koivunlehtilisää päivässä kokeessa käytetyllä korkeimmalla (200 mg) 
koivunlehtiannostasolla laskettuna. Sen sijaan käytännön sovellus voisi löytyä lehdistä 
eristetystä tanniini- tai öljyuutteesta, mikäli uutteen synteettinen valmistus olisi 
mahdollista.  
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6 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tämän tutkimuksen tarkoitus oli selvittää vähentääkö vaivaiskoivun lehtilisä 
metaanintuotantoa in vitro ja ennustettua in vivo tuotantoa. Mahdollista 
metaanintuotannon vähenemistä pyrittiin selittämään haihtuvien rasvahappojen 
mooliosuuksien muutoksilla. Vertailuna tutkimuksessa käytettiin rauduskoivun lehtiä, 
jotka sisältävät vaivaiskoivua vähemmän kasvien toissijaisia aineenvaihduntatuotteita, 
tässä tapauksessa tanniineja ja eteerisiä öljyjä.  
 
Hypoteesin vastaisesti koivulisä ei vähentänyt metaanintuotantoa kontrolliin verrattuna 
in vitro. Toisaalta koivulisän annostason kasvaessa metaanintuotanto ei myöskään 
lisääntynyt kaasun kokonaistuotannon vaihdellessa annostasojen välillä. Metaanin osuus 
kaasun kokonaistuotannosta oli pienin koivulisän annostason ollessa 150 mg. 
Ennustettu in vivo metaanin osuus kaasun kokonaistuotannosta oli merkitsevästi 
pienempi koivunlehtikäsittelyillä kontrolliin verrattuna. Koivunlehtilisän annostason 
kasvaessa rehunäytteen NDF- ja tärkkelyspitoisuudessa tapahtui vain vähäistä muutosta, 
joten erot tuloksissa johtunevat kasvien toissijaisten aineenvaihduntatuotteiden 
antimikrobisista vaikutuksista. Metaanin osuuden laskiessa voi olla, että koivujen 
toissijaiset aineenvaihduntatuotteet muuttivat pötsinesteen mikrobistoa. Samanaikaisesti 
osa pötsifermentaatiossa syntyneestä vedystä vapautui ehkä ilmaan sellaisenaan eikä 
sitä muutettu metaaniksi metanogeenisten arkkien toimesta. Koivunlehtikäsittelyn 
havaittiin lisäävän VFA-tuotantoa rauduskoivun lehtiä lisättäessä, mikä viittaa 
pötsifermentaation lisääntymiseen, toisin kuin vaivaiskoivukäsittelyillä.  
 
Koivunlehtilisä pienensi merkitsevästi etikka-propionihappo – suhdetta, jonka olisi 
voinut olettaa vähentävän metaanintuotantoa, sillä pötsifermentaation muuttamisen 
propionihapon tuotantoa suosivaksi on todettu vähentävän metaanintuotantoa. Koivulisä 
ei vaikuttanut haihtuvien rasvahappojen kokonaispitoisuuteen, mutta laski pötsinesteen 
pH:ta. Koska metanogeenit viihtyvät parhaiten pH:ssa 6-8, alhainen pötsinesteen pH 
saattoi hillitä metaanintuotannon kasvua koivunlehtien annostason noustessa. PH:n 
lasku johtui todennäköisesti koivunlehtien happamuudesta ja pötsinesteen 
puskurointikyvyn heikkenemisestä toissijaisten aineenvaihduntatuotteiden sijaan. 
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Vaivaiskoivun ja rauduskoivun lehdissä ei ole sellaisia kasvien toissijaisia 
aineenvaihduntatuotteita, joita kannattaisi tutkia metaanin tuotannon vähentämiseksi in 
vivo. Vaikutukset metaanintuotantoon olisivat vähäisiä ja uutteiden käyttö kallista. 
Tässä ja muissa in vitro kokeissa käytetyt annostasot ovat suuria verrattuna realistisiin 
in vivo annoksiin. Uutteiden olisi toimittava myös pitkällä aikavälillä, ilman että 
pötsimikrobit sopeutuisivat rehun lisäaineeseen. Lisäksi on huomioitava toissijaisten 
aineenvaihduntatuotteiden vaikutus rehun syöntiin ja hyväksikäyttöön sekä tuotokseen.  
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